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Resumo 
As alterações no padrão de sangramento são praticamente universais em 
usuárias de métodos contraceptivos contendo somente progestógenos, sendo 
uma importante causa de descontinuação destes métodos. Este estudo foi 
desenvolvido com o intuito de se avaliar as quimiocinas Interleucina 8 e 6 CKine 
no endométrio de usuárias do sistema intra-uterino liberador de levonorgestrel e 
correlacioná-las com as populações de leucócitos, células natural killer uterinas 
e mastócitos. Amostras de endométrio foram obtidas de dois grupos de usuárias 
do sistema intra-uterino liberador de levonorgestrel: 11 mulheres em amenorréia 
e 15 mulheres com algum tipo de sangramento. Os leucócitos foram determinados 
através de anticorpos específicos para neutrófilos, células natural killer uterinas 
e mastócitos. Foi realizada imuno-histoquimica para identificação das quimiocinas. 
Os neutrófilos encontravam-se em pequeno número, não havendo diferença 
entre os dois grupos. As células natural killer uterinas encontravam-se em número 
maior no grupo com sangramento (p<0,0001). Não houve diferença entre o 
número total de mastócitos e mastócitos ativados, porém houve um aumento da 
área extracelular positiva para triptase (p<0,05) nas mulheres com sangramento. As 
quimiocinas Interleucina-8 e 6CKine mostravam-se abundantes no estroma e no 
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epitélio, não havendo diferença entre os dois grupos. Houve maior número de 
células natural killer uterinas e maior área extracelular positiva para triptase em 
pacientes que apresentavam sangramento. Apesar de não haver diferença entre o 
número total de mastócitos e mastócitos ativados e das quimiocinas Interleucina-8 
e 6CKine, as células natural killer uterinas e os produtos dos mastócitos podem 
ter exercido papel importante na perda da integridade endometrial em usuárias 
do sistema intra-uterino de levonorgestrel. 
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Summary 
Changes in the bleeding pattern are almost universal in women using 
progestin-only methods of contraception, and are a frequent cause of 
discontinuation of these methods. The present study was designed to assess 
endometrial chemokines in users of the Levonorgestrel intrauterine system and 
correlate them with leukocyte populations, uterine natural killer cells, and mast 
cells.  Endometrium was obtained from two groups of Levonorgestrel intrauterine 
users: 11 amenorrhoeic women and 15 women with some form of bleeding 
pattern. Leukocytes were assessed using specific antibodies for neutrophils, 
uterine natural killer cells and mast cells.  Immunohistochemistry was performed 
to locate chemokines 6Ckine and Interleukin-8. Neutrophils were few and 
without differences between the two groups. Uterine natural killer cells were 
significantly higher in the bleeding group (p< 0.0001). There was no difference 
between the total number of mast cells and activated mast cells but there was a 
greater extracellular area stained for mast cell tryptase (p<0.05) in women with 
bleeding.  Chemokines 6CKine and Interleukin-8 were abundant in the stroma 
and in the epithelium and there was no difference between the groups. We 
observed more uterine natural killer cells in users with bleeding, and a greater 
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extracellular area stained for mast cell tryptase, although there were no 
differences between the number of mast cells and activated mast cells or the 
chemokines 6CKine and Interleukin-8.  Uterine natural killer cells and mast cells 
products may play a role in provoking break-through bleeding in long term users 
of the levonorgestrel intrauterine system. 
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1. Introdução 
Os anticoncepcionais, contendo somente progestógenos, são usados por 
um número estimado de 20 milhões de mulheres em todo o mundo. Recentes 
avanços tecnológicos nos sistemas de liberação têm contribuído para o aumento da 
validade e aceitabilidade dos métodos com progestógenos de longa ação (Hickey et 
al., 1999). Estes anticoncepcionais têm em comum a alta eficácia e a propriedade 
de agir por longo tempo, o que facilita seu uso (D’arcangues, 2000). 
A maior limitação para o uso destas preparações tem sido a ocorrência de 
distúrbios nos padrões do sangramento menstrual, particularmente nos primeiros 
meses de uso (D’arcangues et al., 1992; Fraser e Hickey, 2000). 
Estas alterações menstruais variam desde a amenorréia, spotting ou 
sangramento irregular e leve até o fluxo sangüíneo prolongado e freqüente (Belsey 
et al., 1986; Fraser, 1999). O sangramento volumoso é raro, embora episódios 
prolongados de sangramento leve possam provocar grande perda sangüínea, 
maior do que a mulher apresentaria durante os seus ciclos menstruais normais 
(Fraser e Hickey, 2000). 
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O sangramento uterino que não ocorre de forma regular é pouco tolerado 
pela maioria das mulheres e consiste na causa mais comum para o abandono ao 
uso dos anticoncepcionais contendo somente progestógenos, correspondendo 
a aproximadamente metade dos casos de descontinuação do método (Belsey et 
al., 1986; Fraser, 1986; Findlay, 1996; Hickey et al., 1996; Hickey et al., 1998; 
Fraser e Hickey, 2000). 
O sangramento uterino anormal não apenas reduz o uso destes 
medicamentos, mas pode restringir as opções anticonceptivas válidas para estas 
mulheres, reduzindo até mesmo a qualidade de vida das mesmas (Smith, 2000). 
Além disso, pode tornar insatisfeita a mulher que considera seu padrão menstrual 
como parâmetro de sua saúde reprodutiva, além da dimensão sociocultural que o 
sangramento uterino representa na vida destas mulheres (D’arcangues, 2000). 
A taxa de descontinuação pode ser diminuída por boa orientação e apoio 
no seguimento, auxiliando a mulher a entender a natureza da mudança do 
padrão de sangramento e reconhecer que, usualmente, ocorre melhora com o 
tempo (Fraser e Hickey, 2000). 
Nos últimos cinco anos, significativos avanços ocorreram na tentativa de 
identificar os mecanismos determinantes destes distúrbios de sangramento. No 
entanto, permanecem inúmeras dúvidas que exigem novos estudos. O aumento 
do conhecimento na área auxiliará no tratamento e na prevenção do sangramento 
endometrial imprevisível (Smith, 2000). 
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O uso de terapêuticas como estrogênios, anticoncepcionais orais combinados, 
progestógenos, antiinflamatórios não esteróides, vitaminas, ferro e ansiolíticos, 
algumas vezes podem ser eficazes a curto prazo, mas não alteram a freqüência 
de episódios de sangramento/spotting e podem estar associados à ocorrência 
de outros efeitos colaterais (D´Arcangues, 2000). 
Os dados atuais sugerem que o estabelecimento de um padrão de 
sangramento regular, para todas as usuárias de progestógenos de longa ação, 
talvez não seja possível e a indução da amenorréia associada ao aconselhamento 
será mais realista (D’Arcanges, 2000). Estudo realizado com usuárias do sistema 
intra-uterino liberador de levonorgestrel (SIU-LNG) demonstrou que 91,6% das 
mulheres em amenorréia estavam satisfeitas. Dentre as mulheres que ainda 
apresentavam sangramento uterino apenas 3,8% não gostariam de estar em 
amenorréia (Nascimento et al., 2002). 
Os contraceptivos contendo somente progestógenos pertencem a dois 
grandes grupos: os derivados da 19-norprogesterona e da 17-hidroxiprogesterona 
(acetato de medroxiprogesterona). As 19-norprogesteronas são divididas entre 
os derivados da progesterona (acetato de nomegestrol) e os da testosterona 
(levonorgestrel,etonogestrel e a noretisterona) (Hague et al., 2002). 
Dentre os anticoncepcionais contendo somente progestógenos de longa 
duração, encontra-se o acetato de medroxiprogesterona na forma de depósito 
(AMP-D), aprovado para uso em 1992, pelo Food and Drug Administration – 
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EUA. Estima-se que 13 milhões de mulheres sejam usuárias deste método para 
anticoncepção (D´Arcangues,2000). 
Recentemente, passou a ser comercializado no Brasil o Implanon® (Organon, 
Holanda), um implante subdérmico com haste única contendo um sistema liberador 
de etonogestrel de 68mg e menos androgênico que o levonorgestrel (LNG) 
(Croxatto e Mäkäräinen, 1998). 
Outros métodos contendo somente progestógenos incluem três sistemas de 
liberação prolongada de LNG. O implante subdérmico com seis hastes de silástico - 
Norplant® (Leiras Ou, Turkei, Finland) - aprovado desde 1983 na Europa, mas 
não comercializado no Brasil,vem sendo usado por cerca de seis milhões de 
mulheres no mundo. O Jadelle®, outro implante subdérmico mais recentemente 
desenvolvido, contém duas hastes liberadoras da mesma quantidade de LNG 
das seis cápsulas do Norplant (Robertson et al., 1983). O terceiro deles, o 
sistema intra-uterino liberador de 20µg diárias de levonorgestrel (SIU-LNG) é 
utilizado por cerca de um milhão de mulheres no mundo (D’Arcangues, 2000). 
Estudos para a administração intra-uterina do LNG tiveram início no 
começo dos anos 70 (Scommegna et al., 1970; El Mahgoub, 1975; Nilsson et 
al., 1975). O SIU-LNG para contracepção foi desenvolvido por Luukkainen e 
Nilsson (1978), com o apoio do Population Council e do International Committee 
for Contraception Research. O produto final foi elaborado por Leiras Oy 
Pharmaceutical, Turku, Finlândia, e lançado em 1990. Atualmente é comercializado 
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na maior parte da Europa, nos EUA, em alguns países asiáticos e no Brasil, 
onde está disponível com o nome Mirena® (Schering, AG, Berlin). 
O SIU-LNG é composto por uma parte plástica em forma de T (32x32mm), 
com um cilindro contendo o LNG, na dose de 52mg, dentro de uma cápsula de 
dimetilpolisiloxano que controla uma liberação diária de 20µg do hormônio na 
cavidade uterina. Este sistema libera o LNG por um período de cinco anos, com 
uma margem de segurança de mais dois anos para anticoncepção. 
O SIU-LNG, atualmente, também é utilizado como parte da terapia de 
reposição hormonal (Suhonen et al., 1995), como adjuvante na terapia com 
tamoxifeno (Hubacher e Grimes, 2002), bem como no tratamento da menorragia, 
sendo uma alternativa à histerectomia ou à ablação endometrial (Hurskainen et al., 
2001; Hubacher e Grimes, 2002; Monteiro et al., 2002; Hurskainen et al., 2004). 
Outras aplicações incluem casos de dismenorréia severa (Puolakka, Nilson, 
Haukkamaa, 1996), no alívio da dor associada à endometriose (Vercellini et 
al.,1999; Lockhat et al.,2005; Petta et al.,2005) e no tratamento da endometriose 
do septo retovaginal (Fedele et al., 2001). 
A diminuição do fluxo menstrual ocorre na maioria das usuárias de SIU-
LNG, sendo esta a característica que o torna uma opção para o tratamento da 
menorragia e dismenorréia (Lähteenmäki et al., 1998). Este fenômeno, que é 
independente da função ovariana e da concentração dos esteróides sexuais 
circulantes, decorre da ação local e não há hipoestrogenismo (Nilsson et al., 1984). 
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O LNG liberado na cavidade endometrial é rapidamente absorvido pelos 
capilares para a circulação sistêmica. No entanto, a concentração sérica é menor 
que a observada em usuárias de implantes subcutâneos de LNG (NORPLANT®), 
contraceptivos orais combinados e minipílulas. A produção de estradiol não é 
alterada, permanecendo semelhante à do ciclo menstrual normal (Nilsson et 
al,1984; Barbosa et al.,1995), correlacionando com a elevação inicial da 
concentração sérica do LNG (Xiao et al.,1995). 
Os efeitos contraceptivos do SIU-LNG decorrem, sobretudo, de alterações 
em receptores de estrógenos e progestógenos no endométrio (Nilsson et 
al.,1978), também da supressão da proliferação endometrial, inibição da migração 
espermática e espessamento do muco cervical (Barbosa et al., 1995). Tanto os 
receptores endometriais de estrogênios (RE) como os de progestógenos (RP), 
em usuárias de SIU-LNG, correspondem à cerca de 50% dos encontrados em 
controles. Portanto há redução dos locais de ligação de estrogênios e progestogênios 
no endométrio de usuárias de SIU-LNG, o que pode implicar na eficácia 
contraceptiva e no sangramento endometrial irregular ou ocorrência de amenorréia 
nestas mulheres (Critchley et al., 1998). 
O método é muito eficaz como contraceptivo, com índice de Pearl de 
0,11 em cinco anos, podendo ser comparado com as melhores técnicas de 
esterilização cirúrgica (Luukkainen et al., 1986). 
Nas mulheres que optam pelo uso do SIU-LNG, quando orientadas sobre 
a possibilidade de sangramento uterino imprevisível, o método é mais aceito e 
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as taxas de continuação anuais giram em torno de 75% (Nilsson et al.,1981; 
Faúndes et al.,1993; Diaz et al., 2000). 
Um estudo recente mostrou que a maioria das usuárias de SIU-LNG (74%) 
estava muito satisfeita, sendo que 70% haviam escolhido este método devido à 
insatisfação com a forma de anticoncepção anterior. A satisfação da usuária foi 
maior quando recebia informações, no dia da inserção, sobre possíveis alterações 
menstruais, sobretudo a ocorrência de amenorréia; aumento da oleosidade da pele 
e cabelos, risco de gravidez e doença inflamatória pélvica (Backman et al., 2002). 
As usuárias de maior idade (entre 35 e 45 anos) apresentam excelente 
aceitabilidade em relação às mulheres mais jovens, podendo o SIU-LNG ser 
considerado um dos principais métodos anticoncepcionais para mulheres na 
faixa etária citada (Dubuisson, 2002). 
As principais razões que levam a usuária a abandonar o uso do SIU-LNG, 
em taxas cumulativas em cinco anos por 100 mulheres são: gravidez 1,0; expulsão 
5,0; mudanças no padrão menstrual 16,7; dor 4,3 e doença inflamatória pélvica 
1,2 (Cox et al., 2002). 
A maior razão para o descontentamento com o uso do SIU-LNG e que 
constitui a causa mais comum de descontinuação é o sangramento uterino 
imprevisível (Luukkainen et al., 1986; Ji et al., 1990; Sivin et al., 1990). A freqüência 
dos episódios de sangramento é geralmente alta durante os primeiros três a seis 
meses após a inserção, com gradual melhora com a exposição contínua (Fraser 
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et al., 1996). A porcentagem de mulheres com oligo ou amenorréia foi de cerca de 
30% no primeiro ano, em estudo realizado por Ji et al., (1990). 
Outro estudo mostrou que, nos seis primeiros meses de uso, 44% das 
mulheres relataram amenorréia e esta taxa estabilizou-se em 50% entre 12 a 24 
meses de uso. O spotting ocorreu em 25% das usuárias em seis meses e 
diminuiu para 8% e 11% aos 18 e 24 meses de uso, respectivamente. A 
oligomenorréia ocorreu em um quarto das mulheres e esta taxa permaneceu igual 
em dois anos de observação. A menorragia e os ciclos regulares ocorreram em 
poucas mulheres após seis meses de uso (Hidalgo et al., 2002). 
Assim como ocorre com os outros métodos anticoncepcionais contendo 
somente progestógenos, os mecanismos do sangramento anormal não são bem 
conhecidos. Entretanto, sabe-se que o SIU-LNG induz a uma rápida e dramática 
diferenciação do endométrio (Nilsson et al., 1978; Silverberg et al., 1986). Estas 
mudanças são consistentes com a transformação mediada pela progesterona, 
observada durante a fase secretória do ciclo menstrual normal e na gestação. 
As alterações morfológicas incluem decidualização extensa do estroma, infiltração 
leucocitária, atrofias glandular e da superficie epitelial, além de alterações 
vasculares. A atividade secretória das glândulas epiteliais cessa e a função 
proliferativa do endométrio é inibida. Isto resulta em um afinamento generalizado 
das camadas funcionais do endométrio. Estas características de supressão 
endometrial estão presentes desde o primeiro até o sétimo ano de uso do SIU-
LNG (Silverberg et al., 1986). 
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A decidualização é sempre acompanhada por infiltração leucocitária 
(Martinez-Manautou et al., 1975). A quebra tecidual é uma propriedade inerente do 
tecido decidualizado. A necrose focal, após certo período de tratamento com altas 
doses de progesterona, é freqüentemente observada acompanhando a infiltração 
leucocitária (Silverberg et al., 1986). Como os leucócitos estão sempre presentes 
no endométrio normal e na decídua, deve haver alguma influência destes na 
necrose decidual focal, a qual deve ser ativada pelos leucócitos já presentes ou 
por aqueles novos que infiltram o tecido (Song e Fraser, 1995). 
Após três meses de uso do SIU-LNG, ocorre aumento da apoptose nas 
glândulas endometriais e no estroma, o que se associa ao aumento da expressão 
do antígeno Faz (também chamado CD95 ou Apo1), o qual é considerado um 
mediador de apoptose nas células hematopoéticas. Também se observa diminuição 
da proliferação endometrial associada à diminuição da proteína Bcl-2, que atua 
prevenindo a apoptose celular. Talvez estes sejam alguns dos mecanismos 
moleculares pelos quais a inserção do SIU-LNG cause a mudança atrófica do 
endométrio (Maruo et al.,2001). 
Os derivados da 19-nortestoterona como a norestisterona (NET) e LNG 
apresentam maiores efeitos no estroma, produzem maior decidualização e, 
conseqüentemente, maior atrofia do que os derivados da progesterona 
(Dallenbach-Hellweg, 1980). Em alguns casos a atrofia é extrema, observando-
se presença de fibrose e calcificação (Silverberg et al., 1986). Estas mudanças 
morfológicas ocorrem rapidamente, com perda da atividade cíclica após um 
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mês da inserção do SIU-LNG, embora, no início, algumas regiões do endométrio 
apresentem aparência secretória (Pekonen et al., 1992). 
No endométrio exposto ao SIU-LNG, as mudanças morfológicas são 
muito mais uniformes em comparação com o uso de dispositivo intra-uterino 
(DIU) não hormonal, em que as alterações estão localizadas na região em 
contato com o dispositivo. A aparência do endométrio retorna ao normal três 
meses após a retirada do SIU-LNG, sendo associada com o completo retorno 
da fertilidade (Andersson et al., 1992). 
Micropólipos endometriais vêm sendo identificados como resultado da 
exposição prolongada intra-uterina ao LNG, havendo um número significativamente 
maior quando o SIU-LNG permanece, pelo menos quatro anos (Silverberg et 
al., 1986), o que explicaria o sangramento uterino anormal nestas mulheres, as 
quais não apresentam pólipos no momento da inserção do dispositivo. Qualquer 
novo padrão de sangramento, após a ocorrência de amenorréia ou a persistência 
de sangramento volumoso, deve fazer pensar em causa orgânica, como os 
pólipos endometriais (Brechin et al., 2000; Jones et al., 2002). 
Um estudo com mulheres usuárias de baixas doses de progestógeno 
para anticoncepção (noretisterona 300µg/dia), observou mudanças histológicas 
endometriais não correlatas com a atividade ovariana. Em mulheres sem 
atividade folicular o endométrio apresentou, ocasionalmente, atividade proliferativa, 
apesar dos níveis baixos de estradiol circulante. Naquelas com atividade folicular, 
com altos níveis de estradiol, o endométrio variou da supressão proliferativa até 
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a atrofia. Com ovulação normal houve variação entre atrofia, supressão proliferativa, 
atividade secretória irregular e suprimida ou normal (Kim-Bjorklund et al., 1991). 
No início, o uso dos progestógenos de baixa dose não afeta as mitoses 
estromais, não induzem à pseudoestratificação ou edema e não há infiltração 
leucocitária (Landgren et al., 1990). Após dois a três meses de uso há aumento 
focal do edema do estroma e aparecem reações pré-deciduais ou deciduais. 
Ocorre no endométrio infiltração local de leucócitos, predominantemente linfócitos e 
monócitos. A infiltração é vista mais freqüentemente no endométrio de pacientes 
que sangraram recentemente, e menos freqüentemente no endométrio atrófico 
(Ludwig, 1982). 
Baixas doses de progesterona também afetam os vasos endometriais, 
havendo diminuição no número de artérias na junção miométrio-endométrio e 
aumento no número e na dilatação de veias (Ludwig, 1982; Johannisson et al., 1991). 
Há muitos anos sabe-se que vasos anormais desenvolvem-se no 
endométrio de mulheres expostas à ação progestogênica, porém apenas 
recentemente pesquisadores começaram a compreender as mudanças estruturais 
e funcionais dos microvasos endometriais (Hickey e Fraser, 2000). Tipicamente, 
ocorre redução no número e tamanho das arteríolas espiraladas, bem como 
diminuição da tortuosidade destes vasos. Além disso, ocorre aumento no 
número dos microvasos endometriais em usuárias de progestógenos de baixas 
doses (Hourihan et al.,1986). 
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Nos vasos superficiais são observadas paredes finas e dilatadas (Hourihan 
et al., 1986; Song et al., 1996). O papel destes vasos é incerto, pois na avaliação 
histológica eles não contêm hemácias e existe dificuldade para confirmar dilatação 
vascular in vitro devido ao colapso rápido dos vasos (Rogers et al., 1993). 
Um dos primeiros estudos que relaciona o antigo DIU liberador de 
65µg/dia de progesterona (Progestasert) com os microvasos da superfície 
endometrial, avaliados por microscopia eletrônica, relata que estes se encontravam 
com número significativamente diminuído. Além disso, verificaram que havia um 
número maior de vasos com alterações degenerativas, quase três vezes mais 
que os controles, porém estes não apresentavam inibição na resposta hemostática. 
Concluíram que a manutenção da hemostasia atua reduzindo a perda sanguínea 
através dos vasos lesados (Shaw et al., 1981). 
Todas estas características anormais dos microvasos superficiais agora 
são evidentes no endométrio de mulheres expostas à ação progestogênica 
prolongada. Considera-se seguro afirmar que estes vasos, anormais e frágeis, 
de alguma forma estão relacionados ao sangramento irregular de muitas 
mulheres usuárias de progestógenos. No entanto, os distúrbios moleculares 
que determinam a angiogênese e fragilidade vascular anormal ainda não são 
claros (Fraser e Hickey, 2000). 
Experiências em animais sugerem que a inibição da angiogênese pode 
prevenir o completo desenvolvimento endometrial (Klauber et al., 1997) e o uso 
futuro destes agentese talvez previna o aparecimento destes vasos anormais e 
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frágeis, evitando o sangramento endometrial imprevisível em usuárias de 
progestógenos de ação prolongada (Fraser e Hickey, 2000; Hague et al., 2002). 
Postula-se que a menstruação resulte de um processo inflamatório, no qual 
os leucócitos apresentam um papel-chave, através da produção de moléculas, 
incluindo citocinas e proteases (Salamonsen e Lathburry, 2000). Alterações no 
padrão dos leucócitos endometriais têm sido observadas em resposta ao 
tratamento com anticoncepcionais contendo progestógenos. No entanto, o papel 
dos leucócitos na patogênese do sangramento uterino anormal em usuárias de 
esteróides não foi determinado (Vincent e Salamonsen, 2000). 
Existe um aumento no número total de leucócitos no endométrio previamente 
à menstruação, onde constituem mais de 40% do número total de células 
dentro do compartimento estromal (Salamonsen e Woolley,1999). Em particular, 
as células da linhagem mielóide (neutrófilos, eosinófilos, macrófagos ou monócitos) 
são abundantes. Os mastócitos encontram-se altamente ativados, liberando 
componentes granulares ao microambiente local. 
As células de origem linfóide, particularmente as natural killer uterinas, 
estão também presentes em número substancial, mas também aparecem 
precocemente durante a fase secretrória precoce, indicando um papel primário 
na implantação e estabelecimento da gravidez (King et al.,1989; Trundley e 
Moffett, 2004). 
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1.1. Leucócitos Endometriais 
1.1.1. Neutrófilos 
Os neutrólfilos correspondem à população de leucócitos mais abundante no 
sistema imune humano, sendo que estão associadas à destruição dos tecidos 
nos distúrbios inflamatórios. Essas células são identificadas no tecido endometrial 
através de sua morfologia e da imunolocalização da sua protease específica, a 
elastase. Durante a maior parte do ciclo, os neutrófilos são pouco encontrados, 
porém seu número aumenta consideravelmente na fase perimenstrual, representando 
6% a 15% do número total de células neste período (Salamonsen e Woolley, 1999). 
Os neutrófilos também foram encontrados em grande número em áreas de 
colapso estromal no endométrio de pacientes tratadas com altas doses de 
progestógeno oral (Song et al., 1996) bem como em usuárias de implante com 
levonorgestrel (Norplant®; The Population Council, New York, NY, USA) 
(Vincent et al., 1999), onde atingiram densidades semelhantes às encontradas 
no endométrio menstrual. 
1.1.2. Eosinófilos 
Os eosinófilos funcionam como células efetoras que desempenham um 
importante papel na patogênese da reação inflamatória do tipo tardia, sendo 
detectados no endométrio humano através da imunolocalização das proteínas 
catiônicas eosinofílicas (PCE1 e PCE2). Semelhante aos neutrófilos, os eosinófilos 
estão praticamente ausentes durante a maior parte do ciclo menstrual, mas 
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próximo à menstruação, existe aumento importante do seu número no tecido 
endometrial. A maioria deles é encontrada agregada e a localização extracelular 
das proteínas sugere a ativação destas células (Jeziorska et al., 1995). 
1.1.3. Monócitos/Macrófagos 
Os macrófagos são monócitos diferenciados, os quais migram da corrente 
sanguínea. Estas células estão relacionadas com processos inflamatórios crônicos, 
sendo encontradas também em locais de remodelação tecidual. Os macrófagos 
estão presentes ao longo do ciclo menstrual com aumento do número da fase 
proliferativa até a fase menstrual (Bonatz et al., 1992). 
Os macrófagos encontram-se espalhados através do tecido, com algumas 
células agregadas e outras se concentrando ao redor das glândulas endometriais 
(Song e Fraser, 1995). Encontra-se também um número aumentado de macrófagos 
no endométrio de usuárias de Norplant® (Clark et al.,1996), particularmente nos 
tecidos de mulheres com sangramento uterino anormal. 
1.1.4. Mastócitos 
Os mastócitos secretam muitas moléculas vasoativas, pró-inflamatórias e 
participam do processo inflamatório através da vasodilatação e aumento da 
infiltração leucocitária, bem como causam a lesão tecidual devido à liberação de 
proteases. Os mastócitos são encontrados ao longo do ciclo menstrual, sendo 
detectados por imuno-histoquímica através das proteinases específicas triptase 
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e quimase, sendo que a localização extracelular da enzima triptase é indicativa 
de ativação (Jeziorska et al., 1995). Além disso, os mastócitos parecem regular a 
produção e ativação de metaloproteinases pelas células estromais endometriais 
in vitro, postulando assim, o seu envolvimento na regulação da ação das 
metaloproteinases na menstruação (Zhang et al., 1998). 
As proteases estão localizadas no endométrio, porém em regiões diferentes. 
A camada basal expressa as duas enzimas, contudo a camada funcional é 
positiva somente para a triptase (Jeziorska et al., 1995). Apesar de ser a camada 
funcional que descama na menstruação, existe uma destruição considerável na 
interface das camadas basal e funcional, e assim, as duas enzimas podem 
contribuir para a menstruação. De maneira geral, a triptase pode exercer um 
importante papel em estabelecer a cascata de ativação das metaloproteinases, 
e isto pode representar uma função crucial destas células na menstruação. 
1.1.5. Linfócitos B e Linfócitos T 
Os linfócitos T apresentam-se, no endométrio, em número muito menor 
que os demais leucócitos (1% a 2% do total de células linfomielóides) e são 
encontradas em três sítios: no endométrio basal, no estroma e no epitélio. Seu 
número aumenta no pré-mênstruo, mas ao contrário do que ocorre no sangue 
periférico, as células T helper encontram-se em maior número que as T 
citototóxicas. A progesterona determina uma diminuição da atividade citolítica 
dos linfócitos T. 
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Os linfócitos B são detectados em pequeno número durante o ciclo 
menstrual e na fase perimenstrual são encontrados em grupos entre as células 
estromais. Não se sabe se estas células produzem imunoglobulinas no endométrio. 
1.1.6. Linfócitos Granulares Endometriais (Células Natural Killer) 
Os linfócitos granulares endometriais (célula natural Killer) são as células 
hematopoéticas mais numerosas no endométrio perimenstrual, sugerindo um 
possível papel contra infecção e preparação para a gravidez (Salamonsen e 
Lathbury, 2000). 
As células natural killer uterinas derivam das células natural killer da 
circulação periférica, as quais, sob ação hormonal, são recrutadas no útero, 
sendo encontradas em grande número em amostras de endométrio altamente 
decidualizado (Dosiou e Giudice, 2005). 
São identificadas por imuno-histoquímica (CD56), sendo que as células 
são encontradas dispersas no estroma e em localizações intra-epiteliais, estando 
muito envolvidas com o trofoblasto. A partir da vigésima semana de gestação, 
quando a invasão trofoblástica já está completa, começa a haver um declínio 
das células natural killer uterinas, até não serem mais detectadas na decídua. O 
estímulo para a presença de tantas células natural killer uterinas ainda não foi 
compreendido. Em humanos, estas células estão presentes antes da implantação e 
também em endométrios não gravídicos, onde o número destas células varia de 
acordo com a fase do ciclo menstrual (Trundley e Moffett, 2004). 
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Endométrio Fase proliferativa Fase secretora Menstruação 
Dia do ciclo 10 – 12 22 – 23 26 – 28 
Macrófagos (CD68+) + ++ +++ 
Eosinófilos - - ++ 
Neutrófilos - - +++ 
Mastócitos ++ ++ ++ 
Linfócitos T (CD3+) + + + 
Linfócitos B (CD45RD+) -/+ -/+ + 
Linfócitos granulares - +/++ +++ 
Fig. 1. Distribuição relativa de células inflamatórias específicas no endométrio funcional 
nos três estágios do ciclo menstrual normal, onde  -, +, ++, +++ representam valores de 
0, 1 - 2, 3 - 5 e 6 – 15% do total de células respectivamente. Somente macrófagos e 
mastócitos apresentam distribuição uniforme durante o ciclo; as demais células 
usualmente apresentam distribuição focal nos dias 26-28 imediatamente antes da 
menstruação (modificado de Salamonsen e Woolley, 1999). 
Como os leucócitos penetram no endométrio ainda não se sabe, mas foi 
proposto um papel para as quimiocinas, potentes citoquinas quimioatrativas que 
promovem o recrutamento de múltiplas linhagens de leucócitos e as quais atuam 
através de receptores específicos nas células atraídas (Kunkel et al., 1995). A 
regulação da produção destas quimiocinas permanece pouco compreendida, 
mas a grande maioria é estimulada pela Interleucina 1 (IL-1) e inibida pelos 
glicocorticóides (Bem-Baruch et al., 1995). Devido à grande similaridade estrutural 
entre a progesterona e os glicocorticóides e os seus receptores, é bem provável 
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que a progesterona possa atuar em tecidos dependentes da progesterona de 
uma maneira similar que os glicocorticóides em outros tecidos. 
Dentre as nove quimicinas abundantemente expressas no endométrio 
humano, durante as diferentes fases do ciclo menstrual, Jones et al., 2004 
revelaram a expressão da 6CKine em níveis moderado/baixo, nas fases 
menstrual, proliferativa e fase média secretória, ao passo que a IL-8 estava 
expressa potencialmente somente na fase menstrual. 
A Interleucina 8 (IL-8) é um quimioatrativo e ativador dos neutrófilos, bem 
como exerce atividade quimiotática para células T e fibroblastos. Em um estudo de 
tecido endometrial esta quimiocina estava localizada em células perivasculares 
dos vasos sanguíneos, aumentando significativamente na fase secretora tardia 
(Critchley et al., 1994; Jones et al., 1997). Contudo, em resultados de outro 
laboratório, a área mais marcante foi detectada na superfície epitelial e nas 
glândulas, com menor intensidade nas paredes do vaso e absolutamente nada 
no estroma (Arici et al., 1998). 
A imunoexpressão da IL-8 em usuárias de SIU-LNG foi previamente 
relatada por Jones et al., (1997), os quais detectaram uma alta imunoexpressão 
de IL-8 um mês após a inserção, com um subseqüente decréscimo na sua 
expressão após três e seis meses. Além disso, um grande número de outras 
citocinas, incluindo a 6CKine, encontram-se upregulated no estroma decidualizado 
das usuárias do SIU-LNG (Jones et al., 2005). 
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As quimiocinas derivadas da decídua, como a 6CKine, também estão 
implicadas no recrutamento das células natural killer uterinas no sítio de 
implantação (Jones et al., 2004). 
Um número de moléculas quimiatrativas (quimiocinas) são sintetizadas 
pelas células endometriais (Salamonsen et al., 2002), e pelo menos uma destas 
(interleucina 8 –IL-8) é regulada negativamente pela progesterona (Kelly et al., 
1994). As quimiocinas produzidas atraem os leucócitos no endométrio antes da 
menstruação. Quando ativados, estes leucócitos produzem  algumas moléculas 
reguladoras, incluindo as citoquinas, quimioquinas e uma grande quantidade de 
enzimas que são importantes tanto diretamente na degradação da matriz, bem 
como indiretamente através da ativação de outras proteases. 
Dentre estas enzimas encontram-se as metaloproteinases (MMPs), uma 
família de proteases zinco-dependentes, que atuam em substratos específicos 
para colágenos,proteoglicanos e outros, sendo responsáveis pela degradação 
de componentes do interstício e da membrana basal extracelular. (Birkedal-
Hansen et al.,1993). As MMPs podem contribuir com o sangramento uterino 
anormal através da perda do tecido endometrial e da fragilidade vascular devido 
à degradação da matriz extracelular (Salamonsen e Lathbury, 2000). 
A partir da década de 90, a relação das MMPs com as fases do ciclo 
menstrual passou a ser estudada (Soini et al., 1997). Sua síntese é mínima no 
tecido conectivo normal, sendo maior em condições patológicas, nas quais a 
quebra tecidual está presente. No endométrio, onde a remodelação ocorre 
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ciclicamente durante os anos reprodutivos, o papel das MMPs é considerado 
decisivo (Salamonsen e Lathbury, 2000). 
As MMPs são secretadas, em sua maioria, na forma latente, sendo ativadas 
no meio extracelular, por uma variedade de proteases. Uma vez ativada, a 
enzima pode ter sua ação bloqueada por um dos quatro inibidores teciduais de 
metaloproteinases (ITMPs). Se o balanço entre MMP e ITMP é insuficiente, 
ocorre degradação da matriz extracelular, se isto ocorre sem controle, determina a 
completa destruição do tecido. Portanto, é necessário que ocorra uma maciça 
up regulation na produção das MMPs para a rápida e extrema destruição tecidual 
vista na menstruação (Salamonsen e Lathbury, 2000). 
Em estudos in vitro observou-se que as MMP podem ser reguladas no 
endométrio por fatores endócrinos e parácrinos. Em relação aos mecanismos 
endócrinos, a progesterona é o fator mais importante, quando ocorre queda nos 
níveis de sua produção, no endométrio decidualizado, ocorre aumento na 
produção de MMP-1, 2 e 3. 
Dentre os fatores parácrinos considera-se o papel dos leucócitos, através 
da produção de citocinas: interleucina 1 (IL-1), fator de crescimento ß, fator de 
necrose tumoral α (TNF-α) e proteases, incluindo a neutrófilo elastase. As 
citocinas têm papel crítico na produção e ativação das MMP que determinam a 
menstruação (Salamonsen e Lathbury, 2000). 
Embasado no que foi anteriormente exposto torna-se bastante sugestivo 
que a expressão e ativação das MMPs, bem como os leucócitos e citoquinas, 
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participem na iniciação dos episódios de sangramento em usuárias de 
anticoncepção contendo apenas progestógenos. Atualmente, as MMPs mais 
estudadas no endométrio são as 1, 3 e 9 (Salamonsen e Lathbury, 2000). 
Diante disso, verifica-se que não há uma definição sobre a patogênese do 
sangramento uterino anormal associado ao uso dos anticoncepcionais contendo 
apenas progestógenos. Este trabalho tem como objetivo identificar algumas 
quimiocinas e correlacioná-las com populações leucocitárias como as células natural 
killer uterinas e os matócitos nas usuárias do SIU-LNG no terceiro ano de uso. 
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2. Objetivos 
2.1. Objetivo geral 
Avaliar quimiocinas e algumas populações de leucócitos no endométrio  
de mulheres usuárias do SIU-LNG, com e sem sangramento uterino após três 
anos de uso. 
2.2. Objetivos específicos 
Comparar nos grupos, de usuárias do SIU-LNG, com e sem sangramento 
uterino: 
 A quantidade de neutrófilos. 
 A quantidade de células natural killer uterinas. 
 A área proporcional de ativação dos mastócitos através da positividade 
da triptase extracelular. 
 A expressão das quimiocinas IL-8 e 6 CKine no endométrio. 
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3. Publicação 
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4. Conclusões 
 Não houve diferença na quantidade de neutrófilos entre as mulheres com e 
sem sangramento uterino. 
 As células natural killer uterinas foram encontradas em maior número em 
mulheres usuárias de SIU-LNG que mantinham sangramento. 
 A área proporcional de ativação dos mastócitos apresentou-se maior em 
mulheres com sangramento do que em mulheres que não sangravam. 
 Apesar de a IL-8 e 6CKine estarem presentes em células estromais 
decidualizadas, não houve diferença entre as mulheres com e sem sangramento 
uterino. 
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7. Anexos 
7.1. Anexo 1 – Ficha para coleta de dados 
QUIMIOCINAS ENDOMETRIAIS, CÉLULAS NATURAL KILLER UTERINAS 
E MASTÓCITOS EM USUÁRIAS DO SISTEMA INTRA-UTERINO LIBERADOR 
DE LEVONORGESTREL (MIRENA®) 
1) Caso nº:  [__][__] 
Dados do prontuário 
2) N.º PF: [__][__][__][__][__]        
3) N.º HC: [__][__][__][__][__][__][__][__] 
4) Endereço: Rua 
nº  Qd  Lt    Bairro 
Cidade   Ponto de referência: 
5) Telefone: residência: 
trabalho: 
recado: 
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Ficha para coleta de dados 
1- CASO Nº :______ 
2- GRUPO: _____ ( 1. com sangramento  2. sem  sangramento) 
3- Idade :______anos 
4- Antecedentes Obstétricos: Gesta_____ Para____  Abortos______ 
5- Antes de iniciar o método, de quantos em quantos dias você menstruava? 
 dias   (   ) Não se lembra 
6.1. Quantos dias durava a menstruação? 
 dias   (   ) Não se lembra 
6.2. Quantos absorventes usava por dia? 
 absorventes  (   ) Não se lembra 
6.3. Ocorria sangramento, em borra de café, que não exigia uso de absorventes ou tampões? 
 (1. Sim  2. Não) (   ) Não se lembra 
6.4. Quantos dias durava no mês? 
 dias   (   ) Não se lembra 
7. Patologias Associadas :   (1. Ausente   2. Presente) 
Quais?           
8. Medicação em uso :   (1.Ausente   2. Presente) 
Quais?           
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Para o investigador: Padrão de sangramento: 
Quanto ao intervalo:_____ 
1. eumenorréia 2. espaniomenorréia  3.polimenorréia 
4.metrorragia  5. amenorréia 
Quanto ao número de dias do fluxo:   
1. hipomenorréia  2. normal  3. hipermenorréia 
Quanto ao volume do fluxo:____ 
1. oligomenorréia  2. normal  3. menorragia 
9. Após iniciar o método: 
  Não menstrua há 3 meses ou mais. Passe à questão 13. 
  Está menstruando. Passe à questão 10. 
  Está menstruando e apresentando spotting. Passe à questão 11. 
  Está apresentando apenas spotting. Passe à questão 12. 
10. Nos últimos 3 meses 
Qual o intervalo entre as suas menstruações?  dias (   ) não se lembra 
Quantos dias dura suas menstruações?  dias (   ) não se lembra 
Quantos absorventes você usa por dia?  absorventes (   ) não se lembra 
Os absorventes ficam encharcados?  (1. sim  2. não) (   ) não se lembra 
Para o investigador:  Padrão de sangramento: 
Quanto ao intervalo:   
1. eumenorréia 2. espaniomenorréia  3.polimenorréia 
4.metrorragia  5. amenorréia 
Quanto ao número de dias do fluxo:____ 
1. hipomenorréia 2. normal  3. hipermenorréia 
Quanto ao volume do fluxo:   
1. oligomenorréia 2. normal  3. menorragia 
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11. Nos últimos 3 meses: 
Qual o intervalo entre as suas menstruações?   dias (   ) não se lembra 
Quantos dias duram as suas menstruações?   dias (   ) não se lembra 
Quantos absorventes você usa por dia?   absorventes (   ) não se lembra 
Os absorventes ficam encharcados?   (1. sim  2. não) (   ) não se lembra 
Os spottings ocorrem até quantos dias por mês?   dias (   ) não se lembra 
Para o investigador:  Padrão de sangramento: 
Quanto ao intervalo:   
1. eumenorréia 2. espaniomenorréia  3.polimenorréia 
4.metrorragia  5. amenorréia 
Quanto ao número de dias do fluxo:   
1. hipomenorréia 2. normal  3. hipermenorréia 
Quanto ao volume do fluxo:   
1. oligomenorréia 2. normal  3. menorragia 
12. Nos últimos 3 meses 
Os spottings ocorrem até quantos dias por mês?   dias (   ) não se 
lembra 
Você está menstruada ou com spotting hoje?   (1. sim    2. não) 
13. Dados do prontuário 
Tempo de uso do método    meses 
Peso    kg 
Altura    m 
IMC     
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7.2. Anexo 2 – Consentimento livre e esclarecido 
TÍTULO DO ESTUDO: QUIMIOCINAS ENDOMETRIAIS, CÉLULAS NATURAL KILLE 
UTERINAS E MASTÓCITOS EM USUÁRIAS DO SISTEMA INTRA-UTERINO 
LIBERADOR DE LEVONORGESTREL (MIRENA®) 
Eu,___________________________________________, RG____________________, 
idade ______anos, residente à ____________________________________________, 
matrícula PF________, fui informada por ________________ que : 
a) Este trabalho tem como objetivo estudar as características microscópicas, da camada 
de dentro do útero (endométrio), de usuárias de Mirena®; para tentar descobrir o que 
leva algumas mulheres a apresentarem sangramento uterino imprevisível e outras 
a não apresentarem sangramento. Se isto for encontrado, será um caminho para 
determinar o tratamento do sangramento alterado, evitando que muitas mulheres 
desistam de usar estes métodos anticoncepcionais. 
b) Caso aceite participar do estudo, inicialmente responderei a um questionário sobre 
minhas características pessoais, minhas gestações e meus fluxos menstruais 
antes e após o uso do Mirena®. 
c) Se aceito participar do estudo, hoje serei submetida a retirada de uma pequena 
amostra de dentro do meu útero. Este procedimento será feito pelo médico (a). Eu 
ficarei em posição de exame ginecológico, após o toque vaginal, será colocado um 
espéculo, realizada a limpeza do colo uterino, podendo ser necessário ou não a 
colocação de uma pinça no colo uterino e então, será introduzida uma cânula fina, 
de plástico e estéril, em meu útero; seguido por movimento rápido, porém delicado 
desta cânula. O material retirado de dentro do meu útero será mostrado para mim 
e armazenado para futura análise na Austrália. 
d) Estou ciente de que poderá haver cólica, semelhante a de uma menstruação, durante e 
após a retirada da amostra; bem como sangramento, na maioria das vezes, leve. 
Outros riscos, que podem acontecer são: infecção de dentro do útero (endometrite), 
saída do DIU do lugar e perfuração uterina. Todos os cuidados serão tomados, 
para que estes problemas não ocorram. Fui informada de que, diante de qualquer 
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efeito ruim, relacionado ao estudo, receberei atenção médica adequada na Unicamp e 
não haverá qualquer ônus financeiro para mim. 
e) Minha participação neste estudo é totalmente livre, isto é, se não desejar participar, 
não terei nenhum prejuízo em meu atendimento no ambulatório. Não receberei 
nenhum benefício pela minha participação. 
f) Serei informada sobre este estudo sempre que quiser. 
g) Eu tenho o direito de solicitar minha saída da pesquisa, em qualquer momento, 
sem perder nenhum direito na clínica. 
h) As informações obtidas neste estudo serão transmitidas somente de forma que 
não possa identificar a minha participação. 
i) Em caso de algum problema ou dúvida, durante o período do estudo, poderei 
contactar a Dra Alessandra Peloggia, telefone 3788-7176, de segunda a sexta-
feira, das 8 às 17 horas. 
j) Se tiver alguma pergunta ou reclamação a respeito do meu atendimento e da 
minha participação neste estudo, poderei entrar em contato com o Comitê de Ética 
em Pesquisa da Unicamp, telefone (19) 3788-8936. 
        
Voluntária 
        
Pesquisador(a) 
Campinas, ___/____/____ 
 
 
